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SAGAX Instrument AB 
Box 2149, S-183 02 Taby ,_Schweden 



Verfahren zur Analyse, insbesondere Sequenzanalyse, von 
Nucleinsaure, insbesondere der Desoxyr ibonucleinsaure (DNA) 
oder Ribonucleinsaure (RNA), sowie Trager fur die Verwendung 

bei dieser Analyse und Verfahren zur Her s t e 1 1 ung 
d_j_es^s_Tr_age££ 



Patentanspr iiche : 

1. Verfahren zur Analyse, insbesondere Sequenzanalyse, von 
Nucleinsaure, insbesondere der Desoxyr ibonucleinsaure (DNA) 
oder Ribonucleinsaure (RNA), bei dem die zu un ter suchende 
Nucleinsaure auf einem festen Trager fur die Analyse inrmobi 
lisiert wird, dadur ch gekennze i ch.net", 



daft die zu un t er s uchende fliissige Probe, . welche denaturierte 
Nucleinsaure aufweist, mi t einer 1 i ch t r e f 1 ek t i e r enden , einen 
chemisch gebundenen Nucleinsaurestrang mi t bestinrmter Sequenz 
aufweisenden Oberfiache des Tragers in Beruhrung gebracht 
wird, auf welcher sich dabei komplementare Sequenzen der in 
der Probe vorhandenen denatur ier ten Nucleinsaure mi t dem an 
der Tr agerober f 1 ache vorhandenen Nucleinsaurestrang durch 
Hybr i d i s i er ung vereinigen, und das Dickenwachstum der sich da- 
bei auf der Tr agerober f 1 ache bildenden organischen Schicht 
optisch, insbesondere aus den durch das Dickenwachstum der 
organischen Schicht bedingten Anderungen der Ref-lexions- 
e i genschaf ten der r ef 1 ekt i er enden Tr ager ober f 1 ache , bestinrmt 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, d a d u r ch gekenn- 
z e i c h n e t , dafl das Dickenwachstum durch el -1 i psomet r i - 
sche Messung bestinrmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , d a d u r c h g e k e n n - 
ze i chnet , dafl das Dickenwachstum durch Interferenz- 
messung bestimmt wird. 



^. Verfahren nach Anspruch 2, da durch gekenn- 
ze i chnet , daft das Dickenwachstum durch Vergleichs- 
e 1 1 i psome t r i erne s s ung best irrmt wird.. 



5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Di ckenwachs t urn aus Inter f erenzande- 
rungen bei der Reflexion von Licht an einer r e f 1 ek t i er enden 
Oberflache, die eine aus S i 1 i c i umox i d und S i 1 i c i umd i ox i d be- 
stehende Doppe 1 sch i ch t aufweist, bestinmnt wird. 

6. Trager fiir die Verwendung bei der Analyse, insbesondere 
Sequenzana 1 y se , von Nucleinsaure, insbesondere DNA oder RNA, 
durch I nber uhr ungbr i ngen des Tragers mit der zu untersuchen- 
den nucleinsaurehal t igen Probe, an dessen Oberflache ein de- 
naturierter Nucleinsaurestrang gebunden ist, dadurch 
gekennze i c h n e t , daB die Tr ager ober f 1 ache licht- 
ref lekt ierend ausgebildet ist, und der eine bestirrmte Sequenz 
aufweisende Nucleinsaurestrang durch chemische Bindung an der 
Tr ager ober f 1 ache haf tet . 

7. Trager nach Anspruch 6, d a d u r c h g e k e n n - 
zeichnet , daB der Nucleinsaurestrang durch kovalente 
Bindung an der Tr ager ober fl ache haf tet. 

8. Trager nach Anspruch 6 oder 7, dadurch g e - 

k e n n z e i c h n e t , daB der ' Trager kdr per aus Silicium 
oder Glas bes teht . 



9. Trager nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch 
gekennze i chnet , daft der Tragerkorper an sei- 
ner 1 i ch t r e f 1 ek t i er enden Oberflache eine S i 1 i c i umd ioxi d- oder 
Aiuminiumoxidschicht aufweist, auf der eine Schicht aus funk- 
tioneliem S i 1 i c i umwas ser s t o f f sich befindet, an welchem der 
Nucleinsaurestrang kovalent gebunden ist. 

10. Trager nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennze i chnet , dafi der Nucleinsaurestrang iiber 
eine Poiysacehar idzwi schenschicht an der r ef 1 ekt ierenden Tra- 
ger ober f 1 ache kova 1 ent gebunden ist. 

11. Trager nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
ze i c h n e t , daB der S i 1 i c i umwas ser s t of f als funktionei- 
le Gruppen Amino- oder Epoxygruppen aufweist. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach Anspruch 6, 
da durch gekennzeichnet, dafi ein eine 
funktionelle Gruppe aufweisender S i 1 i c i unnwas ser s t of f auf die 

r ef 1 ekt i er ende Oberflachie des Tragers auf des t i 1 1 ier t wird und 
anschl i efcend darauf der Nucleinsaurestrang aus einer Puffer- 
losung, in welcher die reine Nucleinsaure gelost ist, geziich- 
tet wird. 
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13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
z e i c h n e t , daft vor dem Aufbringen des Nucleinsaure- 
strangs auf die aktivierte S i 1 i c i umwas se r s t of f s ch i ch t durch 
ZUchtung aus einer waBr igen Losung eine Po 1 y sacchar i dsch i cht 
aufgebracht wird. 



Verfahren zur Analyse, insbesondere Sequenzana 1 y s e , von 
Nucleinsauren , insbesondere der Desoxyr ibonucleinsaure (DNA) 
oder Ribonucleinsaure (RNA) , sowie Trager fur die Verwendung 
bei dieser Analyse und Verfahren zur Hersteliung 

d|eses_Tragers 

Desoxyr ibonucleinsaure (DNA) ist ein doppe 1 s t r ang i ges Molekul 
mit zwei kompl ementar en Ketten aus den vier Nucl eot i dbasen 
Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Die beiden Strange der 
DNA sind uber Was ser s tof f br uckenb i ndungen miteinander ver- 
kniipft, wobei sich best.immte Basenpaare, namlich 
Aden i n-Thymi n und Cy t os i n-Guan i n zu sanrmenf i nden . Die der DNA 
verwandte RNA enthalt Ribose statt Desoxyr ibose und Uracil- 
statt Thyminresten. Die s pez i e 1 1 e DNA- Ver knupf ung zu zwei 
kompl ementar en Ketten fuhrt zu dem genetischen DNA-Code , wel- 
cher die genetische Information in alien lebenden Zellen, 
insbesondere der Chromosomen, darstellt. Bekannte Sequenzen 
von DNA oder RNA konnen in der Bi ot echno 1 og i e zur Darstellung 
der Sequenzen von unbekanntem genetischem Material oder zu 
Diagnosezwecken zur I den t i f i z i er ung genetischen Materials 
aus Viren und Bakterien verwendet werden. Her korrml i che Ver- 
fahren zur Bestimmung von DNA- oder RNA-Hybr i d i s i er ung ber u- 
hen auf der Bindung von radioaktiv oder enzymatisch markier- 
ten DNA- oder RNA-Sequenzen an komp 1 emen t ar em, e i ns t r ang i gem 
DNA oder RNA und nachfo 1 gender Erfassung der Markierung. 



Als feste Phasen werden in den meisten Fallen Cellulose oder 
andere Polysaccharide zur Irrmob i 1 i s i er ung von DNA verwendet 
und wirken als Rezeptoren fiir die markierte DNA-Sonde. 

Hierzu ist es be i s p i e 1 swe i s e bekannt (E. M. Southern 3. 
Mol Biol 98:503 1975), Fragmente der DNA durch Elekt rophor e- 
se in Agarosegei zu trennen und die getrehnten Fragmente zu 
einzelnen Strangen zu dehatur ieren , welche durch Diffusion 
auf Ni trocel 1 ulosetei le iibertragen werden. Die getrennten 
Sequenzen werden dann i den t i f i z i er t durch Inkubation \ 
radioaktiv markier ter komplementarer Sequenzen, wel- 
che an ihre Targets gebunden werden. Das radioaktive Isotop 
wird dann lokalisiert durch Aktivierung e i ner photograph i - 
schen Emulsion. Ferner ist bekannt (B. E. Noyes und G.R. 
Stark Cell 5:301, 1975), zum gleichen Zweck die denaturierte 
DNA bzw. RNA kovalent an Cellulose mittels einer Diazoben- 
zylgruppe zu binden. 

Sequenzen von DNA aus infektosen Mi k r oor gan i smen konnen als 
Sonden verwendet werden zur Erfassung von eventueil vorhande 7 
ner komplementarer DNA in Proben von Serum, Mark, Fakalstof fen 
oder dgl. zu Di agnosezwecken . Bi s 1 ang -werden hierzu radioaktiv 
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oder enzymat isch markierte Sonden, die bekannte Nuclein- 
sauresequenzen aufweisen, verwendet . 

Aufgabe der Erfindung ist es demgegeniiber , ein Verfahren zur 
Analyse von Nucleinsauren sowie einen hierfiir verwendbaren 
Nachwe i s t r ager und ein Verfahren zur Herstel Jung dieses Tra- 
gers zu schaff en, bei welchen die Durchfuhrung der Analyse, 
insbespndere Sequenzanalyse, von Nucleinsauren mi t unmarkier- 
ten Sonden durchgefuhrt werden kann . 

Diese Aufgabe wird gelost durch die kennze i chnenden Merkmale. 
der Anspruche 1, 6 und 12, wqbei in den Unter anspruchen We i - 
terbildungen der Erfindung gekennze i chne t sind. 

Bei der Erfindung wird die denaturierte einstrangige DNA bzw. 
RNA kovalent gebunden auf einer 1 i cht r e f 1 ekt i er enden Oberfla- 
che eines Tragers, und dieser Trager wird a 1 s Nachwe i smed i urn 
mi t der zu unter suchenden Probe, welche denaturierte Nuclein- 
saure, deren Sequenz zu analysieren ist, in Beruhrung 
gebracht. Komplementare denaturierte Nucleinsaure in der Pro- 
be wird an der am Trager vorhandenen, eine bestinrmte Sequenz 
aufweisende einstrangige Nucleinsaure gebunden, wodurch durch 
optische Messung das Dickenwachstum der sich dabei bildenden 
organischen Schicht, durch welche insbesondere die Reflexi- 
onseigenschaf ten der r e f 1 ekt i er enden Tr ager ober f 1 ache veran- 
dert werden, nachweisbar ist. Dieser Nachweis kann dadurch 
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erfolgen, daft Anderungen der L i cht po 1 ar i sa t i on nach der Re- 
flexion an der Tr ager ober f 1 ache odjer Anderungen der Inter- 
ferenzfarben ermittelt werden. Zur Uberwachung des Polarisa- 
t ionsverhai tens kann bevorzugt das in der europaischen 
Patentschr if t 19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 beschriebe- 
ne e 1 1 i psomet r i sche Verfahren sowie die dort beschriebene 
e 1 1 i psometr i sche Vorrichtung zur Untersuchung der physika- 
lischen Ei genschaf t en der Ober f 1 ache e i ner Probe verwendet 
werden. Fur den Nachweis der Anderung der Inter ferenzfarben 
des an der Tr ager ober f 1 ache r ef 1 ekt i er t en Lichts infolge 
der auf gewachsenen organischen Schicht eignet sich ein Tra- 
gerkor per , auf des sen ref lektierender Ober f 1 ache eine Dop- 
pelschicht, namlich eine Re f 1 ex i on s -An t i r ef 1 ex i ons sch i ch t 
vorhanden ist, auf welcher der Nuc 1 e i nsaur es t r ang mi t der be- 
kannten Sequenz ifnmob i 1 i s i er t ist. Als derartiger Tragerkor- 
per eignet sich insbesondere ein solcher, wie er in der 
DE-OS 32 15 484 beschrieben ist. 

Ein geeigneter Tr ager kor per , der bei der dur chzuf (ihr enden 
Analyse mi t der zu un ter suchenden Probe als Nachwe i smed i urn 
in Beruhrung gebracht wird, besitzt bevorzugt eine S i 1 i c i um- 
oder Aluminiumoberf lache, auf der ein S i 1 i c i umwas ser s t of f 
mit einer f unkt i one 1 1 en Gruppe als Schicht aufgebracht ist. 
An dieser S i 1 i c i umwas ser s toff sch i cht wird dann der Nuclein- 
saurestrang mit der bekannten bzw. bestimmten Sequenz durch 
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chemische Bindung, insbesondere kovalente Bindung, immobili- 
siert. In vor te i 1 haf t er Weise kann noch eine Zwi schenschicht 
aus einem Po 1 y sacchar i d , insbesondere Dextran, zur Immobili- 
sierung der Nucleinsaure aufgebracht werden. 

Von Vor te i 1 ist bei der Erfindung, daft die Nuc 1 e i n sau r e son- 
den, welche die Nucleinsaure mi t bekannter Eigenschaft, ins- 
besondere Sequenz, enthalten, fur den nachf olgenden Nachweis 
nicht mehr markiert werden miissen. Es konnen bei der Erfindung 
sornit bekannte Proben mit unmarkierten Sonden untersucht wer- 
den. Der hierzu er f or der 1 i che Tragerkorper laBt s i ch einfach 
herstellen und besitzt einen einfachen Aufbau. Die Nachweisre- 
aktion laBt sich in einfacher Weise in einem Ver g 1 e i chse 1 1 i p- 
someter , wi e es beispielsweise im europaischen Patent 19088 
bzw. in der US-PS ^3 32 476 beschrieben ist, durchfuhren. In 
dieser Vorr ichtung lassen sich komplementare Sequenzen, die 
sich an dem auf dem Trager befindlichen Nuc 1 e i ns t r ang gebil- 
det haben, visuell sichtbar machen und dami t nachweisen und 
bestirrmen. Der Trager wird dabei in der bekannten ellipsome- 
trischen Vorrichtung als Probe eingesetzt. Man benotigt daher 
bei der Erfindung einen relativ geringen apparativen Aufbau 
im Gegensatz zu den bislang bekannten Verfahren. 

Die ref lekt ier ende Tr agerober f 1 ache besteht bevorzugt aus 

S i 1 i c i umd i ox i d oder Al umi n i umox i d . Auf diese ist eine Schicht 

eines S i 1 i c i urrisvas ser s t of f s auf gebr ach t , der eine funktionel- 



-11- 



le Endgruppe enthalt. Hierfur eignet sich insbesondere 

eine Amino(NH -)- oder eine Epoxy(CH -CH- ) -Gr uppe . Die 

2 2 
Bindung der S i 1 i c i umwa s s e r s t o f f s ch i ch t an der ref lekt ieren- 

den Oberflache erfolgt spontan an S i 1 ano 1 gr uppen bzw. Alumi- 

n i umhydr oxy 1 gr uppen . Die denatur ierte Nucleinsaure (DNA bzw, 

RNA) mi t einer bestirrmten bekannten Ver knupf ungsf olge werden 

chemisch, insbesondere kovalent , iiber eine Di azobenzy 1 gr uppe 

direkt an die S i 1 i c i umwas ser s tof f sch i cht oder iiber eine Zwi- 

schenschicht aus einem Polysaccharide be i sp i e 1 swe i se Dextran, 

gebunden. 

Die Probe wird vbr der Analyse denaturiert, be i sp i e 1 swe i se 
in 0,5 M Nat r i umhydr ox i d oder dgl. und anseh I i eBend neutral i- 
siert, und nachfolgend wird noch ein Hy br i d i s i er ung spu f f er 
zugegeben, dessen Zusanrmenset zung eine langsame Verknupfung 
der kompl ement ar en Nuc 1 e i n saur es t r ange , insbesondere der 
DNA- bzw. RNA-Strange ermoglicht. Dieser Puffer kann bei- 
spielsweise aus 50 % Formamid, 0,0 5 M Nat r i umc i t r at , 0,1 % 
Dodecy Isulf at , 1 rrM EDTA (Et hy 1 end i ami n te t r aes s i gsaur e ) bzw. 
deren Na-Salz, 0,02 % Albumin und 2 % Dextransulf at bestehen. 
Die Verknupfung der komplementar en Nucleinsaure aus der Probe 
mi t dem kovalent am Trager immob i 1 i s i er t en Nuc 1 e i ns t r ang au- 
Bert sich im Anwachsen der Dicke der dabei auf der Tragerober 
flache gebildeten organischen Schicht. Nach Spulen mi t einer 
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Kochsaizl osung und Wasser und ansch 1 i eftendem Trocknen laBt 
sich die Dicke der auf gewachsenen organischen Schicht, wie 
schon erwahnt , mi t Hilfe der Ver g 1 e i chse 1 1 i psomet r 1 e (US-PS 
43 32 476 oder EP 19 088) oder durch Messung der Anderung 
der Inter ferenzfarben von aus S i 1 i c i umox i den bestehenden 
Doppe 1 sch i ch t en an r ef 1 ekt i er enden Tr ager kor per n , wie sie 
beispielswei se in der DE-OS 32 15 484 beschrieben sirid, er- 
mitteln bzw. messen. 

Im folgenden werden Aus f uhr ungsbe i s p i e 1 e zur Her s t e 1 1 ung e i - 
nes Tragers, welcher ais Nachwe i smed i urn bei der Sequenzana- 
lyse von Nucleinsauren verwendet wird, im einzelnen beschrie- 
ben. Diese Trager besitzen eine 1 i ch t r ef 1 ekt i er ende Trager- 
oberflache, auf welcher die denaturierte DNA oder RNA durch 
kovalente Bindung aufgebracht ist. 

Bei spie 1 1 

Ein Si 1 i ci umpi attchen oder Gl asp 1 at tchen bzw. -scheibchen, 

auf welches Silicium oder Aluminium be i s p i e 1 swe i se durch 

Aufdampfen aufgebracht ist, wird in einem Exikator angeord- 

net, der mi t einem EinlalShahn und einem AuslaBhahn versehen 

ist. Der Druck im Innern des Exsiccators wird auf etwa 

o 

10 mm Hg verringert und die Temperatur auf 80 1 C_ geha 1 1 en . 
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Ein Kolben, der Epoxy s i 1 i c i umwas ser s tof f enthalt, wird an den 
EinlaB des Exsiccators angesch 1 os sen , und der EinlaBhahn am 
Exsiccator wird geoffnet. Der S i 1 i c i umwas ser s t of f wird dabei 
auf der Oberflache des mi t Silicium bzw. Aluminium beschich- 
teten Silicium- bzw. Glaskorpers durch Destination aufge- 
bracht, wobei innerhalb von etwa zwei Stunden eine 
" epoxy-aktivierte Oberflache entsteht. Die beschichteten Kor- 
per werden dann in eine Losung von 12 % 2-Ami not i opheno 1 in 
Aceton eingetaucht und iiber einen langeren Zeitraum, etwa 
10 Stunden, in einem Inkubator aufbewahrt. Ansch 1 ieflend wer- 
den die beschichteten Korper gewaschen und bis zu ihrer we i - 
teren Verwendung in Wasser aufbewahrt. Die beschichteten Kor- 
per werden dann in 1 M Salzsaure, welche 250 >g/mi Natrium- 
nitrid aufweist, eine Stunde bei 4° C eingetaucht, gewaschen 
und in einer Feuchtekarrmer aufbewahrt. Iso.lier.te' reine DNA 
wird in 25 mM Phosphatpuf f er gelost, auf 90° C erhitzt, ein 
dem vierfachen Volumen der vorhandenen Losung entsprechendes 
Volumen an Dimethy 1 su 1 f ox i d wird zugesetzt und im Zeitraum 
von etwa 10 Stunden tropfenwei.se auf die Sch i ch t kor per - 
oberflache aufgebracht und gezuchtet. Die p 1 at tchenf ormi gen 
Schichtkorper werden dann wieder gewaschen und in einer Lo- 
sung von Albumin (10 pg/ml ) in einem Phosphatpuffer durch 
Inkubation nachbehande 1 t , um die Oberflache fur unspezifi- 
sche Adsorption zu i nak t i v i er en . 
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Die Tr age r p 1 at tchen werden mi t Epoxysi 1 iciumwasser stof f oder 
Aminosi 1 iciumwasser stof f wie im Beispiei 1 behandelt. An- 
schlieftend wird Dextran an die epoxy- bzw. aminoakt i vier- 
te Oberflache durch Inkubation in einer 20 %-L6sung von 
Dextran in Wasser gebunden. Hierdurch entsteht ein 
20 bis 40 X dicker Uberzug aus Dextran auf der Oberflache. 
Alternativ hierzu kann Dextran durch Inkubation mi t 0,01 % 
Nat r i umper j odat bei pH 8,0, welches in einer Sephadex-G25-Sa 
le entsalzt ist, auf der mi t Aminosi 1 iciunwasserstof f be- 
schichteten Oberflache wahrend etwa 10 Stunden geziichtet 
werden. Das gebundene Dextran wird dann stabi 1 i s i er t , durch 
Inkubation mit einer 0,1 %igen Nat r i umborhydr i d 1 osung in 
0,1 M Acetatpuffer bei pH 5,0. Anschl i eBend wird 0,1 M Natri 
umhydroxid (10 ml) und 1,* Bu t and i o 1 d i g 1 yc idy 1 ether (1 ml) 
auf die p 1 at t enf ormi gen Tragerkorper im Zeitraum von etwa 
10 Stunden aufgebracht, und ansch 1 i efcend wird ebenfalls in 
einem Zeitraum von etwa 10 Stunden 12 % 2-Ami no t h i opheno 1 in 
Aceton den Tr ager p 1 at tchen zugegeben. Die Tr ager p 1 at tchen 
werden dann in Wasser auf bewahr t . Isolierte und reine DNA 
oder RNA wird dann nach einer Ni t r i dbehand 1 ung der Platten 
wie im Beispiei 1 auf die Tr ager p 1 at tchen aufgebracht. 
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Die Tragerplattchen werden mit einer 20 bis .0 X dicken 
Schicht aus Dextran, wie im Beispiel 2 beschr ieben ,. be- 
schichtet. Die mit Dextran beseh i chteten Tragerplattchen 
werden dann zur Inkubation mit einer Losung aus 0,2 g- 
Natriumacetat in Wasser (10ml), welches auch 1 g 
^((m-NitrobenzyloxyJmethyDpyridiuniumchlorid behandelt, 

an.chlieBend in einemOfen bei 70° C getrocknet und dann 
bei 140° C wahrend etwa einer Stunde gebacken. Die Trager- 
plattchen werden dann zur Inkubation in einer 20 961 gen 
Losung von Nat r i umd i t h i on i d behandelt und mit Wasser gewa- 
schen. Ferner werden dann die Tragerplattchen in 1 M Salz- 
saure, welche 250 ^g/ml Nat r i umn i t r i d aufwe i s t , etwa eine 
Stunde lang bei *° C eingetaucht, gewaschen ■ und in einer 
Befeuchtungskanmer auf bewahr t . Abschl lefiend wi rd dann iso- 
lierte, reine DNA bzw. RNA gelost und durch Zuchtung, wie 
im Beispiel 1 beschr ieben, auf die vorstehend behandelten 
Tragerplattchen aufgebracht. 

im folgenden werden anhand der bei 1 i egenden Figuren AusfUh- 
rungsbeispiele fur bei der Sequenzana 1 y se von Nucleinsaure 
verwendbaren Tragern beschrieben. 



Bei den in den Figuren 1 bis 3 dar ges t e 1 1 ten Ausfuh- 
rungsbei spieien handelt es sich urn schematische Dar- 
stellungen der in Form von Plattchen ausgeb i 1 de ten Trager, 
wobei lediglich die Reihenfolge der Anordnung der einzelnen 
Schichten auf dem Grundkorper ver anschau 1 i cht werden soli, 
ohne daB die Verhaltnisse der Sch i cht d i cken der dargestell- 
ten Schichtdicken den in der Praxis vorhandenen Mafistaben 
entsprechen. 

In der Fig. 1 befindet sich auf einem Tr ager gr undkor per 1, 
der beispielsweise aus Silicium oder Glas bestehen kann, 
eine S i 1 i c i umd i ox i dsch i cht 2, welche auch eine Aiuminium- 
oxidschicht sein kann, die als r ef 1 ek t i er ende Oberflache 
wirkt. Auf dieser Schicht befindet sich eine Schicht 3 aus 
Sil iciumwasser stof f mi t f unkt ione 1 1 en Epoxy- oder Aminogrup- 
pen. Daruber befindet sich die Schicht 4, in welcher die auf 
dem Trager inrmob i 1 i s i er t e bzw. fixierte einstrangige Nuclein 
saure, beispielsweise DNA, vorhanden ist. 

Das Ausf uhrungsbeispiel des in der Fig. 2 dar ges te 11 ten Tra- 
gers entspricht im wesen t 1 i chen dem in der Fig. 1 und unter- 
scheidet sich demgegenuber lediglich dadurch, daB zwischen 
der Si 1 i ciumwasser stof f schicht 3 und der Schicht k mi t der 
fixierten denatur ierten e i ns t r ang i gen Nucieinsaure eine 
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Po 1 y sacchar i dsch i cht 5, insbesondere aus Dextran, angeordnet 
i s t . 

Bei dem in der Fig. 3 dar ges te 1 1 ten Ausf uhr ungsbe i sp i e 1 ist 
die r ef 1 ekt i er ende Oberflache zwe i sch i cht i g ausgebildet, 
wobei die auf dem Grundkorper 1 aufliegende erste Schicht 2' 
aus Siliciurrmonoxid und die zweite Schicht 2 aus S i 1 i c i um- 
dioxid besteht. Die Wirkungsweise dieser Doppe 1 sch i ch t ist 
im einzelnen in der DE-OS 32 15 <f84 beschr i eben . 
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Zu s arnrnenf assung 



Ein Verfahren zur Sequenzana 1 y se von Nucleinsauren , bei dem 
die zu untersuchende fliissige Probe, welche denaturierte 
Nucleinsaure aufweist, mi t einer 1 i ch t r ef 1 ekt i er enden Trager- 
oberflache in Beriihrung gebracht wird, die einen an dieser 
Oberflache chemisch gebundenen Nuc 1 e i ns aur es t r ang mi t be- 
stirrmter Sequenz au f we i s t , wobe i s i ch komplementare Sequen- 
zen der in der Probe befindiichen denatur ierten Nuclein- 
saure mit dem am Trage.r fixierten Nuc 1 e i ns aur es t r ang durch 
Hybridisierung vereinigen, und das Dickenwachstum der sich 
dabei auf der Tr ager ober f 1 ache bildenden organischen Schicht 
durch Vergleichsel 1 ipsometr iemessung oder Anderung der Inter- 
f erenzerscheinungen an der doppe 1 sch i cht i g ausgeb i 1 deten re- 
f lekt ierenden Oberflache ermittelt wird. 



